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2 ST bel FETE e Fl OF FI ACY 
宣 白 质 组 分 及 其 与 毒 力 的 关系 


zee o NA 


Ch ER ARE RDU ET FET RIO 


摘要 WATZE A i (Bacillus thuringiensis) 3 28h 6 MARR Bet PET kE TT 
类 由 iL. (Galleria mellonella) AIA BL WE (Pieris brassicae) MEH, kA RMS KR KE 
HOR NTS Sue SEES ERS o 生物 测 ERB a ae I e T T dE ic Cae REESE UG P sci ERIQ3ET 1: 
1 MIB SU EATUR TT OR AER SEL. zE 3c hte dE APS DUM c DR BRS) 无 晶体 突 恋 栋 及 无 
SCO AG ERIS SE Te INTE JURO EA EDIT TRIER BUE Wk. AE wehanensis 和 变种 galleriae WERKE MW 
138000 的 主要 蛋白 质 和 63000 fy REE 3E E AMEE ERS Lee MW 138000 的 蛋白 质 ， 沉 
淀 中 含 MW 63000 的 蛋白 质 ; 变种 aizezwai 的 晶体 中 仅 含 138000 HAA. WARREN HD-11 
(var. aizewai) 覃 体 的 蛋白 质 成 分 有 别 于 上述 蜡 体 : RRA SDS ReaD AR 2 条 
2 [as BIT AMEE AS FS IRE IA EAE THU SE3OTEER DES REER, HARARE 
MIRRI EIRE SLT 3 ZEE E [BU SUUS. . 

KR PAT wk . HTK | 


PASH (Bacillus thuringiensis) 的 伴 孢 晶体 是 一 种 高 效 的 杀 BREAR RS 
素 。1955 年 以 来 ,研究 者 们 致力 于 研究 晶体 的 蛋白 质 , 多 肽 的 组 成 与 结构 , 不 同 品系 晶体 
的 蛋白 质 和 毒性 多 肘 的 差异 及 此 种 差异 在 昆虫 病理 学 上 的 意义 《Fast, 1981), HARI 
| PSA ZETE te EE BIAS, FAURA PE Fi EA ERIEN, — EUR S AM 
HOLE (Somerville fü Pockett, 1975; Aronson, 1982), 本 研究 st) ELH TESST WERE 
FRING PE HOR cR SET De ES A DE EROR BZD RE UE TA ASS T o EH 
于 一 般 认 为 晶体 单独 使 用 对 所 谓 II 9E ER ER n HR SURE Cama gasta kuehniella) 及 大 
WG (Galleria mellonella) 等 无 效 CHeimpel 和 Angus, 1959; Burges S£, 1976),] 
KARA TMA WR Gh RAR 3 EERE, FELIU SEL TI BB 
虫 大菜 粉 蝶 为 试验 材料 。 

材料 和 方法 
I. 菌株 AED E By 3 A aS Fh 的 6 个 菌株 ， Bacillus thuringiensis var. atzatwaitz 


HD-282, HD-282-M (Sp*Cr.: ys HD-137 (Sp Cr*)** 发 HD-11; B. thuringiensis: 
r. galleriae: 90'T8-8-25; B. thuringiensis var. Wuhanensts: 140, 
EXT 1986 年 10 月 收 到 。 

* Sp'Cr^. 产 芽孢 不 产品 体 突变 株 。 
"* SP Or ^f KREISE SE ER 
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2. 昆虫 Ag (Galleria mellonella) , 大 菜 粉 暴 (Pieris brassicae), 

3. 细菌 培养 ”各 菌株 于 脱脂 棉 子 粉 液体 培养 基 (Dulmage, 1970) 中 揪 荡 培养 72 一 
96 小 时 , HB fusum. He BEANE 3 售 原 党 养 基 的 棉 子 粉 量 加 蒸馏 水 孝 沸 半 人 小 
时 ,然后 离心 取 上 清 液 。 

4. PATER ETD eo ”芽孢 的 分 离 提纯 : BWBRERKRM OA, HUE 
oh fa LARS T500 和 聚 乙 二 醇 双 相 法 (Goodman 等 , 1967) 进一步 提纯 ,由 上 相 中 
得 纯 人 芽孢, 纯度 为 99.97 一 99.98 匈 ， 存 放 于 一 20"c 冰箱 中 。 晶 体 的 分 离 提纯 : HARE 
聚 乙 二 醇 双 相 法 的 下 相 中 收取 粗 提 纯 唱 体 ， 经 修改 的 NaBr 梯度 〈30 一 70 多 )10g 离心 
(Ang 和 Nickerson, 1978) (ale, at HE Mg 99.84—99.9776, 再 经 4 小 时 紫外 线 照 时 ， 
晶体 纯度 达 99.97— 100 26 ,存放 于 一 20°C 备用 。 

-BJNE KEREYE, 8 日 龄 幼虫 300 下 饲养 于 加 有 人 工 饲料 (Burges, 
1976) (Ber 33% ,蜂蜜 2376 .甘油 21% ,酵母 粉 59 7K 870 ZTE, BR 1 头 
ro ZEfüsLh KH 6 个 浓度 ,每 浓 庆 25 头 虫 , 无 菌 水 为 对 照 , 用 虫 50 头 或 75 3k, Tue 
Ko KSEE HIRI 5 个 浓度 ,每 浓度 25 头 幼虫 ,对 照 50 RH, DR 6 平方 厘米 
见方 的 甘蓝 时 片 为 饲料 ， 用 微量 分 样 器 取 定 量 不 同 诊 度 的 样品 悬 液 均 匀 涂 布 于 吐 刻 上 ， 
24°C B tale 5 Ko 

EER, BAKALORSOHSAWED, BRUM OW LCs. 然后 以 
LCs 的 孢 晶 总 颗粒 含量 为 基数 ,配制 不 同比 例 的 浓度 ,对 两 种 昆虫 进行 毒 力 测定 。 

毒 力 测 定 结果 按 编 定 程序 以 微机 进行 统计 分 析 RH LC. 及 其 他 有 关 数 据 。 

6. FHERR 5 毫升 含 10* 芽 抱 /毫升 的 村 孢 悬 液 于 一 20%c 冰冻 后 再 化 冻 , 在 冰 浴 
中 以 超声 波 处 理 2 一 3 分 钟 ,反复 冻 融 和 超声 处 理 数 次 。 或 参考 Stewart 和 Ellar (1982) 
方法 , 于 东 孢 悬 液 中 加 和 人 直径 0.1 毫米 的 玻璃 珠 ， 辣 样 冻 融 后 在 涡 旋 混合 器 上 处 理 数 分 
钟 ， 反 复数 次 ， BB HER TB XESS EE BRB, WSR SAA, 于 
— 20°C 保存 备用 。 | 

EMORY PEAR Rl PEE RE DO BUS SCRE 
片 用 缓冲 液 B(S$mol/l RÆ., 0.07mol/1 —miZ ER [DTT], 1%SDS, 5mmol/1 WE 
胺 基 乙 , 基 磺 酸 [cyclohexylaminoethane], pH 9.6) 抽 提 (Aronson $, 1982) 或 缓冲 被 
MEP (0.1mol/l 磷酸 盐 缓 冲 液 、pH7.0，1%SDS、2% SHC) 抽 提 。 UlZRTPuE BH 
提 时 不 加 热 ,以 MEP 抽 提 时 100°C 加 热 4 分 钟 。 晶 体 以 胰 蛋 白 酶 消化 , 酶 消化 系统 中 含 
胰 蛋 白梅 10 毫克 /毫升 .1% SDS, AF 0.5mol/l 碳酸 钠 - 夸 酸 氢 钠 缓冲 液 (pH9.5) 中 ， 
30°C 消化 30 分 钟 。 

8. 时 体 中 碱 性 缓冲 液 可 溶 和 非 可 溶 蛋白 质 分 析 以 含 10mmol/l DTT 的 0.05mol/ 
“1 碳酸 钠 - 盐 酸 (pH9.5), 370 F/O RK, Bo IRR EK 
抽 提 并 离心 , 弃 去 上 清 液 , 沉淀 经 洗涤 离心 后 收集 (Thomas 和 Ellar，1983)。 将 上 述 上 
清 液 和 沉 注 分 别 作 凝 胶 电泳 分 析 。 

9. 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (PAGE) 分 析 “参照 Laemmli (1970) 方法 进行 。 依 样品 
的 不 同 , 上 层 胶 浓 度 3 一 6%%, 下 层 胶 7.5 一 13%。(1) 晶 体 蛋 白质 分 析 ， 电 泳 缓冲 液 SDS- 
Tris-Glycin (pH8.5)， 样 品 缓冲 液 SDS-MDP (1% SDS, 0.1mol/1 磷酸 盐 缓 冲 液 , pH 
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7.0, 25mmol/1DTT), (2) fé HS ER IPSE Pt RE RIRAN, P 前 
aOR AR Se EE hp BDL FL ke Bash I Eo (3) t EE hide hte RE 
ESB, uA o 

10. 蛋 百 质 含 是 测定 ” 福 林 - 酚 读 (LowIy Sg, 1951), 


试 验 结 k 
1. PETE a PA AE POT TIC IR A SERO UST SE 7 We 1 和 天 2。 
WV 5 POSES F OY PEL A HOSE A HI eH 


a 








LCyo/ i til Bt 
ites deg sill 00 EUER cd Loc 10" | 
È 3 : ——[3 E IR CHR CO) 
LC; 95% Taf Te BE S > 
HD-282 sizawai — Mk .55^ 0.27 一 0.86 1.61 5.8 
2E qu 3.18^ 1.85— 28.96 1.29 
8-25 galleriae 晶体 2.44h 1.26—8.37 0.93 13.7 
oe gm 3, 34^ 2.12—-5.10 1.85 
140 wuhanensis . Hi 0.6)* 0.35— 1.36 1.34. [ -—— 3.8 
m 2E qu ^ 2.48b 1.70—3.97 ` 2.29. | 
HD-137 (5p*Cr*) |aizemai 24 4.24> .|  2.68— 8.66, 1.99 23,9 
HD-282-M(Sp-C1^) Jaizamai i ZE Hu : PRBE 6.89 x 10* 2 713 / GAEL BELL 0—9% 





a 二 次 测定 平均 值 ， b: 三 次 测定 平均 村 
WX APMESHN RAN MADEN AR Lh s 71 








Wu ET sd | 生物 测定 [Losoxot oen | ”置信 限度 | eur 
8-25 . galleriae 晶体 4.17 3.32-—5.20 | 3.12 
2.9] 2.90— 3.77 2.57 
1.97 1.36—2,48 3.46 
FH e 105.93: 64,59—399,91| 1.67 
HD-282. aizawai | KTH 1 936.00 649.00— 1662.00 1.67 
HD-282-M(SptCr-) aizawai 2 f 1 浓度 115x105 BE HT / IK? ÆT 896 
HD-11 aizawai | 晶体 . 1 1028.00 687.00—1767.00 1.26 
xm | 1 PRBE 44X 10* SERN / Bike, 死亡 19% 





| 由 表 1 可 知 , 3 APROBADO Jc HORSE FEE, BEAR aizawai 无 晶体 
RARE TM AIRE, 由 表 2 WI, PARE 8-25 SIAR ASEM RNG IE Ta 
fü, AAR aizawei FORMER EET ASOT AREP aizawei HEER 
HD-11 ARARA CRE, ILA DOSE ACE US Ao ELHDOHD-11 的 晶体 对 大 . 
MICU FIERY (Jarrett 和 Burges, 1982), 综 上 可 得 如 下 结 考 论 :无 晶体 突变 株 的 芽 钨 对 
HR EB d e EH, TUE SEI EE A ARE; HD-11 RUF EUR SUR EB b C 
ad s HE o RECO A (A Ae SEE ETT Eo 


J -一 一 20000 
一- 92000 


Den 68000 


ee 43000 





El JLPSASHANRANSRREA RM SD5- 育 丙烯 酰胺 电泳 图 | 
l. HD-282 晶体 2. HD-137(Sp-Crt) fk 3. HD-11 Ek (var. aizawai) 4. 8-25 fA 
fe (var. galleriae) 5. 140 Ek (var. wuhanensis) 6. HD-282 z£fu 7. HD-282-M 
(SptCr-) 芽孢 8. HD-11 芽孢 9. 8-25 pf 10. 140 ZFfü | 11. RARE, MEEF: 
myosin (MW 200000), phosphorylase B (MW 92500), bovine albumin (MW 68000), i 
ovalbumin(MW 43000), lysozyme (MW 14300), ŒE MEP ZEnhRUEIRAMEÉ. EMEA 

uk BP 100°C 4 分 钟 抽 提 。 上 层 胶 3%, 下 层 胶 8.7596。 篆 头 示 芽 鑫 衣 中 的 类 晶体 蛋白 质 。 


表 3 和 芽 绝 和 晶体 不 同比 例 混合 物 对 大 旱 蝇 幼虫 的 毒 力 
| aL s / 











Ba tk 3 7J IRE RA 芽孢 :晶体 | KER) 
ER (€ 107) Ex fic (X 107) 
HD-282 2 0:1 0 3,80 e 7 55.16 
0.2:0.8 ` 0.56 2.24 62.14 
0.5:0.5 1.40 1.40 64.58 
0.8:0.2 2.24 0.56 48.31 
1:0 2.80 0 33.87 
8-25 3 0:1 0 4.00 49.44 
0.2:0.8 0.80 3.20 95.42 
0.5:0.5 2.00 2.00 + 98.48 
0.8:0.2 3.20 0.80 90.65 
| 1:0 4.00 0 44,92 
140 3 0:1 0 5.00 | 68.08 —— 
0.2:0.8 {.00 . e | | 95.19 
0.5:0.5 2.50 2.50 a 96.71 
0.8:0.2 4.00 1.00 65.59 
1:0 5.00 o | 34.25 


GET IEEEEEEUUEI e m UURIDE vui "CC UU TIL MEN M "ccr CV "m PME "--eci oC" pce DR EP E IG URN EI MUN CTI P C Y Ci I DD E C D C ERAS RR RR RN e ag ar 


2 期 李 荣 森 等 : HE QUU PEU ALA RRA BEARS BIRR 153 


— 200000 
* — 92000 


|o — 68000 


一 43000 | 


E 14300 





图 2 HD-282 («aizawai) 及 其 无 晶体 突变 株 HD-282-M 芽孢 碎片 及 完整 
芽孢 蛋白 质 抽 提 物 的 SDS- 聚 丙烯 酰胺 电泳 加 
1. HD-282 Æp} 2. HD-282-M(SptCr-) 芽孢 碎片 
3. HD-282 完整 芽孢 4. HD-282-M 完整 芽孢 5. 和 蛋白 
质 标准 , 同 图 l MEP 组 冲 液 ,100°C 4 分钟， LER 3%, F 
BR 1096。 箭 头 示 芽 孢 衣 中 的 类 晶体 蛋白 质 。 


2. 芽 隐 和 晶体 不 同比 例 泥 合 物 的 毒 力 ”由 表 3 WS TAR, 3 个 菌株 的 芽孢 和 
AR 1:1 的 混合 物 毒 力 最 高 , 单 是 芽孢 或 晶体 毒 力 最 低 。 
”3. 伴 孢 晶体 和 于 钨 外 衣 中 和 蛋白质 和 多 肽 成 分 的 比较 6 个 菌株 的 品 体 和 完整 车 孢 的 
和 蛋白质 抽 提 物 的 SDS-PAGE 图 MR 1) 表 有 明 , 所 有 菌株 的 晶体 和 丝 有 M, 138000 的 蛋白 
质 ， 其 中 8-25 和 140 的 品 体 中 还 含有 MW 63000 的 次 要 和 蛋白质 。 据 报道 ,在 变种 
-Rurstaki 的 HD-1 (lizuka 和 Yamamoto，1983)、 变 种 morrisoni (Podua 等 ,1984) 及 
变种 darmstadiens (Kim 等 ,1984) 的 晶体 中 和 骨 含 有 MW 65000 左右 的 蛋白 质 , 并 对 蚁 
eas, GA 140 菌株 的 晶体 对 库 蚊 亦 有 毒 ,HD-282、8-25 及 140 三 个 野生 菌株 中 , 芽 
FRBSARUR MW 138000 的 蛋白 质 , 但 在 无 蜡 体 突变 株 HD-282-M 及 野生 栋 
HD-11 的 薄 孢 衣 中 则 无 此 蛋白 质 成 分 。 完整 芽孢 或 芽孢 碎片 ( 见 图 2), 用 缓冲 液 B 或 
MEP HELA 3), 所 得 SDS-PAGE 蛋白 质 图 篆 显 永 相同 或 类 似 的 结果 。 细 观 图 1 及 
3 可 以 发 现 ，HD-282、HD-137、8-25 及 140 的 晶体 蛋白 质 中 , 主要 蛋白 质 丝 由 分 子 量 
很 接近 的 MW 140000 和 MW130000 两 种 蛋白 质 组 成 ， 而 HD-11 的 晶体 只 有 一 条 蛋 
白质 带 。 晶体 蛋白 质 以 胰 蛋 白 酶 降解 后 的 电泳 多 肽 图 ( 见 图 4) 表明，HD-11 晶体 蛋白 
质 酶 消化 物 中 比 其 他 晶体 蛋白 质 少 了 两 条 多 肽 带 。 | 
以 pH9.5 的 碳酸 盐 - -盐酸 缓冲 液 抽 提 140 及 8-25 的 晶体 后 ， 上 上 清流 和 沉 沉淀 经 SDS- 
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图 3 3T EATBGUOSmNMnshiiWER SDS- RA a e He ee BR 
电泳 蛋白 质 图 
1. HD-282 伴 驳 晶体 对 照 2. HD-137 (Sp-Cr*) MERGE 8. HD- 
282 seh Bebe eye 4. HD-282-M (SptCr-) Zik BEEE 5. 
HD-282 绿 冲 液 MEP 处 理 芽孢 6. HD-282-M 组 冲 滚 MEP 4t H 2E fü 
7. HD-11 缓冲 液 MEP Sb 8. 蛋 白质 标准 , 同 图 l EER 390. 下层 
胶 8.759%。 第 头 示 芽孢 中 的 类 晶体 蛋白 质 。 


PAGE 4)47, ARR 5) 表 明 ， 上 清 液 中 为 MW 138000 的 蛋白 质 (P-1)， 沉 演 中 为 
MW 63000 的 蛋白 质 (P-2), | 


The BY 3 个 变种 aizawai, galleriae 及 wuhanensis BX WME KI 
BM, FHERMAPRNSAHABS FH HEU RICEVE RI ZIP eL Uh o8 2S DL USE 
白质 (MW 138900) RA. Aka SS E EUR He EE PRA FT nn RU SR D RA » 
ER fro] KMS HAR TC RE MES RRA SET CIE des VOTE Se ER RS 
部 分 同 源 性 提供 了 一 定 证 据 。 


=> 68066 


w= 43000 


= 14300 
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4 JLRS FO KES ER Sk SDS RPT 
KA AE PETA Atk: 1.HD-282 3. HD-137(Sp-Cr*) 5. HD-11 7. 8-25 s. 140, 
£2 RAE BETA AAR: 2.HD-28? 4, HD-137 6. HD-11 8. 8-25 10. 140, il. 

蛋白 质 标准 ,局 图 1。 上 层 胶 396, FHIX 1090, 


§2000 一 


68000 — 


图 5 RSH SAN RT 
SAE EY ny 5D5- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 图 
1. 蛋 白质 标准 , 同 图 2. 140 EE ATE 
质 3. 140 碱 狂 不 溶 蛋白 质 “4.8-25 碱 性 可 
AEA 5. 8-25 EAE. LER 
696, FER 13%. 


43000 ~ 


29000 一 
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KESH ARAMARK, BABAR t e A RT DUE HI 38 8. Mf RE S 
们 对 昆虫 的 作用 范围 及 毒 力 强 度 , 应 当 在 菌株 筛选 中 充分 重视 这 一 点 。 

本 研究 中 使 用 的 芽孢 和 晶体 虽然 纯 度 较 高 ,但 始终 有 极 少量 的 芽孢 或 晶体 污染 ,这 种 
微量 的 污染 对 于 其 毒 力 的 表现 是 否 有 一 定 影响 , 尚 需 进 一 步 研 究 。 
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THE COMPOSITION OF PROTEINS AND POLYPEPTIDES IN CRYSTALS 
AND SPORE COATS OF BACILLUS THURINGIENSIS AND 
THEIR TOXICITY TO INSECTS 


Li RoNG-sEN Luo CHENG 


(Wuhan Institute of Virology, Academia Sinica, Wuhan) 


The toxicity-of pure spores and parasporal crystals from 3 variants of Bacillus thuringi- 
ensis was tested in Galleria mellonella and’ Pieris brassicae. ` The composition of proteins and 
polypeptides in crystals and spore coats was:investigated simultaneously. Bioassays indicated ' 
that strains HD-282, 8-25 and 140 were: potent against the larvae of Galleria mellonella. Crystals 
were more efficient than spores, but the mixture of spore/crystal in ratio of 1:1 showed the hig- 
hest toxicity. | 

A protein with MW 138000 similar to the main protein in crystals was present in the spore 
coats of 3 wild strains, but spore coats of an acrystalliferous mutant and an inactive wild strain 
lost this specific protein and they also lost toxicity to both insects. Some difference wás found 
to exist in the patterns of proteins and polypeptides of crystals from the strains of var. wu- 
hanensis, var. galleriae and var. aizawai. There were an alkali-dissoluble protein of Mr 138000 
(P-1) in supernatants and" an alkali-indissoluble protein of MW-63000 (P-2) in pellets, when the 
crystals of 8-25 (var. galleriae) and 140 (var. wuhanensis) were abstracted by Na:COs-HCIl(0.1 
M, pH 9.5). | | 

It was shown that there was a direct relation between the composition of proteins and 
polypeptides in crystals and spore coats of Bacillus thuringiensis and their toxicities against in- 


sects, 








Key words Bacillus thuringiensis Parasporal crystal spore coat 


